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摘要   目的：通过考察辅料检出的人参土芽孢杆菌（Bacillus ginsengihumi）在不同胰酪大豆胨琼脂培

养基（TSA）的生长情况反映培养基的性能差异，讨论菌株作为TSA培养基适用性试验用菌的可行性。

方法：将带菌辅料和经多项鉴定的人参土芽孢杆菌分别接种至8个厂家的TSA培养基和TSA对照培养基，

讨论9种TSA培养基对辅料污染微生物的检出能力，以及8家企业TSA培养基对人参土芽孢杆菌的促生长

能力。结果：由于该辅料携带微生物对营养要求的特殊性，部分厂家TSA检出能力不足，需氧菌总数检

查结果偏低。仅B、E两个厂家培养基的促生长能力较高（均大于70%），结果与检出能力一致。结论：

质控实验室根据实际需要，可将人参土芽孢杆菌作为TSA质量控制菌株之一。通过本文的讨论模式，各

质控实验室也可增加生产环境或产品中的分离菌株，以用于培养基的质量评价，确保培养基对样品检测

的灵敏度和可信度，使检验方法更加科学，检验结果更加准确。
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Abstract   Objective:  To discuss the feasibility of using Bacillus ginsengihumi in the applicability test of Tryptic 
Soy Agar (TSA) according to the difference in the performance of TSA which is reflected from observing the 
growth of Bacillus ginsengihumi isolated from an auxiliary material in different TSAs. Methods: The growth 
promoting ability and inspection ability of the TSA culture medium and TSA reference medium from eight brands 
were tested by inoculating the tested excipient and the fresh culture of Bacillus ginsengihumi which was identified 
by using multiphase identification method. Results: There were significant differences in the growth promoting 
ability and inspection ability for Bacillus ginsengihumi among the eight manufacturers, and brand B and brand E 
were the best (＞70%). Conclusion: It is concluded that Bacillus ginsengihumi will be used as one of the quality 
control strains in the TSA quality control system. Based on this paper's discussion, the quality control laboratories 
can increase isolation strains in the production environment or products in the quality evaluation of culture 
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medium so as to promote the sensitivity and reliability of the medium and to make the microbiology limit test 
more scientific and accurate.
Keywords：  culture medium of TSA; quality control; Bacillus ginsengihumi; microbiological identification

对药品及其辅料污染微生物的监控是药品质

量和安全性评价的重要指标[1]。胰酪大豆胨琼脂培

养基（TSA）是需氧菌检测、环境监测的全能型

培养基，具有良好的灵敏度和检出率，已广泛应

用于微生物的监测和控制活动中[2-6]。TSA的质量

直接影响微生物检测与控制结果的准确性。人用

药物注册技术要求国际协调会（ICH）和《中华人

民共和国药典》（以下简称《中国药典》）均采

用金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆

菌、白色念珠菌、黑曲霉5株标准菌株对TSA进行

质量评价。由于实际生产和产品中的污染菌可能

与标准菌株不同；因此，《中国药典》四部9203

提出，除采用药典规定的试验菌株之外，可增加

生产环境及产品中常见的污染菌株用于培养基适

用性检查或方法适用性检查，以保证培养基的质

量或检验方法的粗放性[6]。

本文针对日常微生物监控中发现不同厂家TSA

对某药用辅料污染微生物检出能力不同这一现象，

通过对污染微生物的分离鉴定，发现人参土芽孢杆

菌（Bacillus ginsengihumi）的生长受TSA的质量影

响较大，将其用于培养基促生长能力检查，较药典

中的标准菌株对培养基具有更好的筛分能力，可以

提高现行培养基适用性试验结果的可靠性，保证检

验结果的准确性。

1   材料与方法
1.1   主要仪器设备

Ribopr in ter全自动微生物基因指纹鉴定系

统；Biolog微生物自动分析系统；聚合酶链式反应

（PCR）仪（Bio-Rad）；培养箱（BINDER）；

Q I A G E N 基 因 组 提 取 试 剂 盒 ； 革 兰 氏 染 色 液

（BD）。

1.2   实验材料

8个TSA样品（A、B、C、D、E、F、G、H）

均满足《中国药典》2015年版四部通则1105“培养

基适用性试验”的要求。其中A、B、C、D来自国

内4个厂家，E、F、G、H来自国外4个厂家。TSA

对照培养基（批号：135025-201603），购自中国

食品药品检定研究院。某企业辅料。

1.3   实验菌株

标准菌株：金黄色葡萄球菌（Staphylococcus 
a u r e u s ） [ C M C C ( B ) 2 6 0 0 3 ] 、 铜 绿 假 单 胞 菌

（Pseudomonas aeruginosa）[CMCC(B)10104]、枯

草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）[CMCC(B)63501]；

白色念珠菌（Candida albicans）[CMCC(F)98001]、

黑曲霉（Aspergillus niger）[CMCC(F)98003]，均购

自中国食品药品检定研究院。

人参土芽孢杆菌（Bacillus ginsengihumi）：分

离自实验辅料。

1.4   实验方法

1.4.1   TSA对辅料污染菌的检出能力

按照《中国药典》2015年版四部附录1105的要

求，以pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液制备1︰10

供试液；采用平皿法，平行测定3皿，30~35℃培养

5 d，记录结果；按照公式1计算5株标准测试菌株的

回收率；采用公式2比较8个厂家TSA和对照培养基

对某企业污染辅料需氧菌总数检查结果的差异。

公式1：

计数方法回收率=

公式2：

检出率=

1.4.2   污染辅料污染菌的菌种鉴定分析

镜检：挑取新鲜培养的纯菌落，进行革兰氏

染色，镜检观察染色结果。

Biolog鉴定：根据染色结果初步确定辅料污染

菌的微生物类型，按GEN Ⅲ MicroPlate使用说明书

操作，得出比对结果。

16S rDNA序列分析：使用DNA提取试剂盒提

取辅料污染菌基因组DNA。采用细菌通用引物（正

向引物27 F：AGAGTTTGATCCTGGCTCAG；反向

引物1492 R：TACGGCTACCTTGTTACGACTT）对
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获得菌株的基因组DNA进行PCR扩增。PCR反应条

件：95℃预变性4 min；95℃变性30 s，50℃引物退

火45 s，72℃延伸1 min 30 s，35个循环；72℃延伸

5 min。委托北京诺赛基因组研究中心有限公司测定

PCR产物序列。将获得的基因序列在EzBioCloud数据

库（www.ezbiocloud.net/identify）进行同源性比对。

核糖体分型分析： 按照RiboPrinter系统程序操

作说明进行操作，对待测菌株进行鉴定。

1.4.3   TSA对辅料污染菌的促生长能力

8个厂家TSA培养基和TSA对照培养基，按说

明书要求制备琼脂平板，分别接种辅料污染菌20~

200 cfu/皿，平行测定3皿，30~35℃培养2~5 d，记

录结果。按公式2计算TSA对辅料污染菌促生长能

力的回收率。

2   结果与讨论
2.1   TSA对辅料污染菌的检出能力

实验中8个厂家TSA对标准菌株的回收率均大

于70%（表1），符合药典的一般要求。

污染辅料在9种TSA琼脂平板上生长的污染菌

均为相同的形态单一菌落，但需氧菌总数结果（表

2）差异较大，A、C、D、F、G培养基的检验结果

介于100~300 cfu·g-1，H、E培养基的检验结果在

800~1000 cfu·g-1，B和对照培养基的检验结果为

1600~1700 cfu·g-1。以对照培养基作为参比系统，

提示部分厂家的TSA对该污染菌的检出能力不足，

即该污染菌对培养基的营养要求有其特殊性，导致

需氧菌总数检查结果偏低。因此，有必要对该污染

菌株进行鉴定。

表 1   实验用培养基的方法适用性试验结果

培养基编号
TSA 对标准菌株的回收率 /%

铜绿假单胞菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 白色念珠菌 黑曲霉

A 100 100 79 83 100

B 84 100 78 88 88

C 98 91 73 86 89

D 95 96 82 85 87

E 100 100 80 85 91

F 90 96 79 84 87

G 92 98 84 83 91

H 95 100 80 90 96

表 2   辅料需氧菌总数检查结果

培养基编号  
需氧菌总数 /

（cfu·g-1）

结果判断 /（cfu·g-1） 检出率 /

%若规定需氧菌总数不得过 500 若规定需氧菌总数不得过 1000 

A 310 合格 合格 19

B 1700 不合格 不合格 102

C 200 合格 合格 12

D 160 合格 合格 10

E 940 不合格 合格 58

F 213 合格 合格 13

G 225 合格 合格 14

H 773 不合格 合格 47

对照培养基 1640 不合格 不合格 100
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2.2   辅料污染菌的鉴定

污染菌在TSA平板上培养24 h，其革兰氏染色

结果为G+杆菌（见图1）。

利 用 B i o l o g 鉴 定 系 统 数 据 库 （ V e r s i o n 

2.8），确认污染菌与人参土芽孢杆菌（Bacillus 
ginsengihumi）的相似度较高，相似度值0.66（大

于0.50），遗传距离4.916（小于5.00）[7]，鉴定结

果为人参土芽孢杆菌。污染菌的16S rDNA扩增序

列与EzBioCloud数据库的比对结果亦鉴定其为人

参土芽孢杆菌（Bacillus ginsengihumi），相似度

为99.9%（表3）。进一步采用RiboPrinter核糖体

分型技术对污染菌进行分析，由于RiboPrinter系统

数据库（DUP 2011）中没有收录人参土芽孢杆菌

（Bacillus ginsengihumi），系统不能依据相似性

（相似性＜0.85）给出鉴定结果[6,8-9]，但可排除其

不是数据库中的其他已知菌。

由于微生物染色、生化等表型分析结果受培

养基、培养时间、传代次数等因素的影响，因此，

选用多种不同机理的鉴定方法互相验证，弥补不同

鉴定方法可能存在的局限性，可以避免做出不准确

的结论[10-11]。综上，该辅料分离微生物鉴定结果为

人参土芽孢杆菌（Bacillus ginsengihumi）。

图 1   污染菌的革兰氏染色结果

表 3   污染菌的鉴定结果

鉴定方法 相似值（SIM） 遗传距离（DIST） 鉴定结果

Biolog 0.660 4.916 Bacillus ginsengihumi

16S rDNA 测序 99.9% N/A Bacillus ginsengihumi Gsoil 114

Riboprinter {0.78} N/A N/A

人参土芽孢杆菌（Bacillus ginsengihumi）于

2006年首次被韩国研究者从人参植物园土壤中用

改良R2A分离获得，其在TSA和营养琼脂上可以

生长，不能够在麦康凯琼脂上生长[12]。直到2015

年，研究者才相继用植酸酶选择培养基（Phytase 

Screening Medium，PSM）从谷物根际土及用平板

计数琼脂（PCA）培养基从巴拉圭茶中再次分离

得到[13-14]。采用变性梯度凝胶电泳非培养的方法，

从脱油麻风树发酵物和硫酸盐废水中的微生物种

群中，也发现了人参土芽孢杆菌的存在[15-16]。2017

年，有报道从绿茶中分离得到了具有耐受工业原位

清洗的人参土芽孢杆菌[17]。至今尚未见人参土芽孢

杆菌致病性的报道。

2.3   TSA对人参土芽孢杆菌的促生长能力

8个厂家TSA对人参土芽孢杆菌的促生长能

力（回收率）结果见表4。B、E两个培养基对人

参土芽孢杆菌的促生长能力最优；国外F、G、H

3个培养基的促生长能力次之；国内A、C、D 3个

培养基的促生长能力相对最弱。尽管8个厂家TSA

对药典要求的标准菌株均具有良好的促生长能力，

但是，对人参土芽孢杆菌的促生长能力有明显差

异（表4）。即人参土芽孢杆菌对TSA培养基的
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表 4   TSA 对人参土芽孢杆菌（Bacillus ginsengihumi）的促生长能力

培养基

编号

2 d 菌落平均数 /

（cfu/ 皿）

2 d 回收

率 /%

若规定 2 d 回收率应超

过 50% 的判断结果

5 d 菌落平均数 /

（cfu/ 皿）

5 d 回收

率 /%

若规定 5 d 回收率应

超过 50% 的判断结果

A 26 11 不合格 65 25 不合格

B 197 84 合格 215 82 合格

C 51 21 不合格 80 30 不合格

D 36 15 不合格 49 19 不合格

E 186 79 合格 210 80 合格

F 92 39 不合格 141 53 合格

G 99 42 不合格 152 58 合格

H 99 42 不合格 155 59 合格

质量有更好的筛选区分能力。因此，在满足药典

要求的基础上，应增加人参土芽孢杆菌（Bacillus 
ginsengihumi）进行培养基适用性试验，避免由于

培养基促生长能力不足而导致误判的风险。

辅料中的微生物受到环境因素的影响，其

细胞处于代谢受损的状态，生长周期中的停滞期

会延长，对温度、酸度、无机盐等因素也更为敏

感[18-19]。本部分促生长能力实验所使用的菌株经过

新鲜培养基的复苏，细胞得到了修复[20]。因此，表

4中对人参土芽孢杆菌的回收率结果与表2的检出率

结果相比略有差异。

3   结论
培养基是微生物试验的最关键的要素，需要

确定培养基在不同状况下的性能[21]。在ICH及《中

国药典》要求的TSA培养基适用性检查法中，尽

管5株标准菌株涵盖了自然环境中最为常见的微

生物种类，包括革兰氏阳性球菌和杆菌、革兰氏

阴性杆菌、产芽孢的杆菌以及真菌，但不能完全

代表样品中部分较为特殊的菌群。此外，由于

原始环境的污染菌远较复苏后菌株更难检测[22]，

美国食品药品监督管理局（FDA）发布的调查报

告和警告信中明确提到，样品中少量受损微生物

不容易被检测到，因此，要求在进行微生物促生

长能力回收试验中应包括受损微生物的验证试

验[19,23]。本研究表明将人参土芽孢杆菌（Bacillus 
ginsengihumi）作为TSA质控菌株，较药典收载的5

株常用试验菌株更能反映TSA对样品中污染微生物

的促生长能力，避免微生物限度检查中出现“假

阴性”结果而误判放行产品。

2010年版《中国药典》培养基适用性检查试

验中引入了“对照培养基”为参比，便于培养基适

用性的执行，并为检查结果的合理性评价提供了保

障[24]，为国内药品微生物质控实验室提供了培养基

适用性评价的“标尺”[25-26]。本文结果可见，相较

于大部分市售培养基，TSA对照培养基对该辅料污

染微生物有更好的检出能力，对人参土芽孢杆菌表

现出较好的促生长能力。
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